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Abstract of WO0208732 

The invention relates to a method for fluorescence 
nneasurement of sample analytes which are marked by 
different fluorescent markers having spectrally different 
fluorescence emissions. Said method consists of the 
following steps: the sample (1 1) is illuminated in a measuring 
volume by a laser (20) for exciting the fluorescence emission 
of the at least two fluorescent markers, the sample in the 
measuring volume being illuminated by one individual laser 
line at the most with such a high excitement intensity that the 
fluorescent markers are excited together by means of 2- 
photon absorption. The florescence emissions are detected 
by at least two detection devices (31 , 32) which are designed 
to detect light in different spectral areas according to the 
spectral fluorescence properties of the fluorescent markers. 
A cross-correlation and/or a coincidence analysis of the 
detector signals from the detection devices is carried out. 
The invention also relates to a measuring device for carrying 
out the above-mentioned method. 
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Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(3) Verfahren und Vorrichtung zur 2-Photonen-Fluoreszenz-Koinziden2analyse 

(g) Es wird ein Verfahren zur Fiuoreszenzmessung an mit 
unterschiedlichen, spektral verschiedene Fluoreszenz- 
emlssionen aufweisenden Fluoreszenzmarkern markier- 
ten Analyten in einer Probe mit den folgenden Schritten 
beschrieben: Beleuchtung der Probe (11) In einem Mess- 
volumen mit einem Laser (20) zur Anregung der Fluores- 
zenzemission der mindestens zwei Fluoreszenzmarker, 
wobei die Beleuchtung der Probe im Messvolumen mit 
maximal einer einzelnen Laserlinie mit einer derart hohen 
Anregungsintensitat erfolgt, dass die Fluoreszenzmarker 
gemeinsam durch 2-Photonen-Absorptionen angeregt 
werden, Detektion der Fluoreszenzemission mit minde- 
stens zwei Detektoreinrichtungen (31, 32), die zur Lichtde- 
tektion In verschledenen Spektralbereichen entsprechend 
den spektralen Fluoreszenzeigenschaften der Fluores- 
■ zenzmarker ausgelegt sind, und Durchfuhrung einer 
^ Kreuzkorrelattons- und/oder eine Koinzidenzanalyse von 
L Detektorsignalen der Detektoreinrichtungen (31, 32). Es 
wird auch eine Messvorrlchtung zur Durchfuhrung des 
Verfahrens beschrieben. 
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kUlbasierende Analyse gerichtei, bei der das Mess- oder Be- 
obachtungsvolumen so kiein ist, dass Fluoreszenzflukluatio- 
nen von einzebien Molekulen detektiert und ausgewertet 
warden konnen. 

fOOlll ErfindungsgemaB ergibl sich eine erhebliche Ver- 5 
einfachung des Messaufbaus. Die Vereinfachung besteht er- 
stens darin, dass nur ein Laser zur Anregung benutzt werden 
muss. Eine weitere Vereinfachung des experimentellen Auf- 
baus ist gegeben, da das Anregungsvolumen der 2-Photo- 
nen-Anregung in Ausbrcitungsrichtung des Laserstrahls (z- 10 
Richtung) gegeniiber dem Anregungsvolumen bei 1-Pho- 
ton- Anregung verkleinert wird. Die Wahrscheinlichkeit der 
2-Photoneh-Absorption ist vom Quadrat der Anregungsin- 
tensitat abhangig. Der Absorptionsquerschnitt verringert 
sich deshalb fiir 2-Photonen-Absorptionsprozesse auBerhaib 15 
der Fokalebene in z-Richtung proportional zu z"^, Es ergibt 
sich eine inharente Konzeniration der Anregung auf die Fo- 
kalebene. Es ist nicht zwingcnd crfordcrlich, das Mcssvolu- 
men auf ein Pinhole abzubilden, da auBerhalb der Fokal- 
ebene ohnehin kein Fluoreszenzlicht in den interessierenden 20 
Spektralbereichen emitiert wird, 

[0012] Ein weitercr wichtiger Vorteil der 2-Photonen- An- 
regung gemaB der Erfindung besteht in der hohen Toleranz 
biologischer Materialen (Zellen, Zellbestandteile oder Zell- 
verbunde) gegeniiber Infrdrulsu^ahlung. Zur Anregung einer 25 
Ruoreszenzemission im sichtbaren Spektralbereich durch 
2-Photonen-Absorption ist es ausreichend, wenn mit Laser- 
licht im roten oder nahen infraroten Spektralbereich ange- 
regl wird. Aufgrund der langwelligen Am-egung eigibl sich 
ein weiterer Vorteil fur das Signal-Rausch-Verhaltnis, da 30 
Anregungs- und Emissionslicht spektral weit voneinander 
getrennt sind, so dass storendes Sireulicht weitestgehend 
durch optische Filter unterdriickt werden kann, ohne einen 
Tail des zu detektierenden Emissionslichts einzubiiBen. Ein 
weiterer Vorteil hierbei ist die Reduktion von Falschlicht, 35 
was hauptsachlich die Ruoreszenz von Verunreinigungen 
("Schmutz") betrifft. Diese Ruoreszenz ist im wesentiichen 
im kurzwelUgen sichtbaren Bereich, also im Fall von 1-Pho- 
tonen-Anregung kritisch. Bei einer langwelligen 2-Photo- 
nen-Anregung werden solche Verunreinigungen mit deut- 40 
lich geringerer Effizienz angeregt, so dass hierdurch das Si- 
gnal-zu-Rausch-Verhaltniss - veiglichen zur 1-Photonen- 
Anregung - deutlich hoher liegt. 

[0013] Gegenstand der Erfindung ist auch eine Messvor- 
richtung zur Ruoreszenzmessung an Analyten mit minde- 45 
stens zwei unlerschiedlichen Ruoreszenzmarkern, bei der 
die Beleuchtungscinrichtung durch eine einzelne Laserlinie 
gebildet wird, die zur Anregung von 2-Photonen-Absorptio- 
nen der Ruoreszenzmarker ausgelegt ist. Ein wei teres wich- 
tiges Merkmal der erfindungsgemaBen Vorrichtung besteht 50 
in der Bereitstellung von zwei Detektoreinrichtungen, die 
zur Detektion der Fluoreszenzemission in verschiedenen 
Spektralbereichen eingerichtet sind und auf die das gesamte, 
von der Probe (insbesondere vom Anregungsvolumen und 
auch aus der Umgebung des Anregungs volumens) ausge- 55 
hende Fluoreszenzlicht abgebildet wird Die Detektion er- 
folgt blendenfrei, eine Pinhole-Blende ist nicht vorgesehen. 
Es ist eine nicht- konfokale Abbildung des Anregungsvolu- 
mens auf die Detektoren vorgesehen. 

[0014] Durch die 2-Photonen- Anregung mit einem einzel- 60 
nen Laser wird nicht nur der Gerateaufwand reduziert. Es 
ergeben sich auch Vorteile fur die optische Justierung. Das 
Problem von GroBe und Uberlappung von Anregungsvolu- 
men ist ausgeschlossen. Zusatzliche Detektionsblenden sind 
nicht crfordcrlich. Werden Ruorcszcnzfarbstoffc als Marker 65 
verwendet, so ergibt sich als weiterer Vorteil die Tatsache, 
dass nach der 2-Photonen-Anregung praktisch keine Tri- 
plett-Zustande eingenoramen werden, so dass keine Signal- 
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verluste uber die Tripleti-Bildung erfolgen. 
[0015] Das Anregungsvolumen ist beim erfindungsgema- 
Ben Messverfahren kleiner als bei der herkommlichen 1- 
Photon-Anregung. Dies ermoglicht, Messungen bei hoheren 
Probenkonzentrationen von ungefahr 100 nM durchzufuh- 
ren, was Vorteile fiir die weitere Bewertung der Eigebnisse 
besitzt. Es konnen aber auch Konzenlrationen im nM-Be- 
reich ermittelt werden. Es werden kurze Analysezeiten im 
Bereich von einer oder wenigen Sekunden ermoglicht. Es 
werden Messungen in lebenden Zellen ermoglicht, die die 
genaue Bestimmung von Kinetiken und Konzentrationen 
doppelt markierter Molekule oder Komplexe erlaubt. 
[0016] Wichtige Merkmale der Erfindung bestehen darin, 
dass nur ein Anregungs volumenelement gegeben ist, da 
zwei verschiedene Ruorophore monochromatisch mittels 2- 
Photonenanregung auf Einzelmolekulbasis angeregt wer- 
den. Die 2-Photonenanregung bietet insbesondere die fol- 
gcndcn Vorteile: cs ist cin physikalisch pcrfcktcs Ubcrlap- 
pen der Anregungsvolumenelemente fiir beide Ruorophore 
gegeben. Das Anregungsvolumenelement kann gegeniiber 
herkommlichen Verfahren verkleinert werden, d. h. es sind 
Messung von hoheren Konzentrationen (100 nM und hoher) 
ist moglich. Es erfolgt eine Detektion ohne Pinhole (Anre- 
gungsvolumenelement ist durch 2-Photonenanregung klein 
genug). Es wird eine Multi-Color-Delektion von drei oder 
mehr Ruorophoren auf Einzelmolekulbasis moglich, d. h. cs 
kann eine monochromatische Anregung iiber 2-Photonen 
bei z. B. > 800 nm und eine Detektion von verschiedenen 
Ruorophoren von 300 bis < 800 nm erfolgen, ohne das in 
diesem Bereich storende Anregungswellenlangen liegen, 
wie es bei der CW- Anregung notwendig ist. Es werden Mes- 
sungen yon Molekulen, insbesondere von Molekulkomple- 
xen mit drei oder mehr Koniponenten, ermoglicht. 
[0017] Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindung 
werden aus der folgenden Beschreibung der beigefiigten 
Zeichnungen ersichilich. Es zeigen: 
[0018] Fig. 1 eine schematiscfae Ubersichtsdarsteliung ei- 
ner erfindungsgemaBen Messvorrichtung, 
[0019] Fig. 2 eine Illustration von molekularen Vorgan- 
gen, die mit Vorteil mit der erfindungsgemaBe Korrelations- 
messung erfassbar sind, 

[0020] Fig. 3 Kurvendarstellungen der spektralen Eigen- 
schaften von Markierungsfarbstoffen, 
[0021] Fig. 4, 5 Messergebnisse zur Illustration der Quan- 
tenausbeute von Markierungsfarbstoffen in Abhangigkeit 
von der Anregungswellenlange und der Anregungsleistung, 
[0022] Fig. 6, 7 Kurvendarstellungen zur Illustration der 
Genauigkeit und Selekiivitat der erfindungsgemaBen Korre- 
lationsmessung, 

[0023] Fig. 8 Kurvendarstellungen eines erfindungsge- 
maB beobachteten enzymatischen Abbaus einer Substanz, 
und 

[0024] Fig. 9 eine schematische Ubersichtsdarsteliung ei- 
ner herkommlichen Messvorrichtung zur Zweifarben-Kor- 
relationsmessung (Stand der Technik) 
[0025] Die Erfindung wird im Folgenden unlet Bezug auf 
2-Photonen- Anregungen in Testsystemen mit zwei Ruores- 
zenzmarkern beschrieben. Entsprechende Umsetzungen der 
Erfindung ergeben sich bei Mehr-Farben-Anwendungen. Es 
konnen drei oder mehr geeignete Ruorophore mit einer ein- 
farbigen 2-Photonen- Anregung zur Emission angeregt wer- 
den. Dies erlaubt die Vermessung komplexer molekularer 
und zellularer Prozesse, an denen mehr als zwei Analyte bc- 
teiligt sind. 

[0026] Der optische Aufbau cincs 2-Photoncn-Ruorcs- 
zenzkorrelationsspektrometers gemaB der Erfindung ist 
schematisch in Fig. 1 illustriert. Das Spektroraeter 100 um- 
fasst eine Probenkanuner 10, eine Beleuchtungseinrichtung 
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bung einbezogen. 

[0034] Es kann insbesondere analog zu dem in 
WO 99/34195 beschriebenen Verfahren vorgesehen sein. 
dass wahrend der Fluores7^nzanalyRe mittels eines Strahls- 
canners und/oder eines Probensantriebs zwischen der Probe 
und der Beleuchtungseinrichtung eine Relativbewegung 
eingestellt wird. Es erfolgt eine Erhohung der Fluktuations- 
bewegungen, die Diffusionszeiten werden niedriger. Das 
Messvolumenelement kann durch die Probe gescannt wer- 
den. Bei Einstellung dieser Relativbewegung ist gegebcnen- 
falls das Zeitfenster der Koinzidenanalyse anzupassen. 
[0035] Als Fluoreszenzmarker Ml, M2 werden vorzugs- 
weise Ruoreszenzfarbsloffe verwendet, wie sie bspw, aus 
der Ruoreszenzmikroskopie bekannt sind. Es werden Farb- 
stoffpaare ausgewahlt, die bei einer ausgewahlten Wellen- 
lange ahnliche Absorptionsquerschnitte aufweisen und 
spektral separierbare Fluoreszenzspektren bei hoher Photo- 
stabilitat bcsitzcn. Als Markcrpaarc werden bspw. die Farb- 
stoffe Rhodamin Griin/Texas Rot, Fluoreszein-Derivate 
(Z.B. Alexa 488/Alexa 594) oder molekularbiologische 
Farbstoffe wiegriin fluoreszierende Proteine (GFP)/rot fluo- 
reszierende Proteine (RFP) verwendet. Anstelle von Farb- 
stoffen Oder fluoreszierenden Proteinen konnen auch andere 
fluoreszierende Substanzen oder Partikel, z. B. sog. Quan- 
tum Dots, als Ruoreszenzniarker eingeselzt werden. Es kon- 
nen auch autofluoreszierende Proteine, wie z. B. GFP, 
dsRED, autofluoreszierende Biomolekulen, z. B. Trypto- 
phan, Tyrosin, oder Ravine, oder autofluoreszierende orga- 
nische Molekiilen verwendet werden. Das erfindungsge- 
maBe Verfahren kann auch zur Erfassung von Ramanstreu- 
ung Oder oberflachenverstarkter Ramanstreuung (surface 
enhanced raman scattering, SERS) ausgelegt sein, 
[0036] Fig. 3 zeigt die spektrakn Eigenschaften des Mar- 
kersystems Rhodamin GriinATexas Rot. Beide Farbstoffe 
zeigen eine ahnlich hohe Ruoreszenzquantenausbeute und 
eine geniigende Lichtstabilitat, um die erfindungsgemaB 
verwendeten Anregungsintensitaten zu tolerieren. Die Spek- 
tren (1) und (2) zeigen die Ruoreszenzemissionen von Rho- 
damin Griin bzw. Texas Rot (pM-Losungen) bei einer Anre- 
gungswellenlange von 830 nm. Die Kurve (3) zeigt den 
Transmissionsverlauf des dichroitischen Spicgels 55. Ira 
Bereich der kurzerwelligen Fluoreszenz (1) erfolgt die Re- 
flektion zum Detektor 31. Die Kurven (4) und (5) zeigen die 
Transmissionscharakteristik der Filter 56 bzw. 57, die zur 
weiteren Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses 
vorgesehen, jedoch kein zwingendes Merkmal der Erfin- 
dung sind, 

[0037] Die Fig. 4 und 5 illustrieren weitere spektrale Ei- 
genschaften des Markerpaars Rhodamin Griin/Texas Rot. 
Zur Ermittlung der optimalen Anregungswellenlange zur 2- 
Photonen-Anregung wird fur jeden Farbstoff ein Anre- 
gungsspektrum im Bereich 740 nm bis 900 nm aufgenom- 
men. Die Kurvenverlaufe in Fig. 4 zeigen ein Anregungsm- 
ximum bei 780 nm fiir Texas Rot (Kreuze) und bei 850 nm 
fiir Rhodamin Griin (Dreiecke). Fiir die erfindungsgemaBen 
Ruoreszenzmessungen wird eine Anregungswellenlange 
gewahlt, bei der beide Farbstoffe mit nahczu gleicher Effi- 
zicnz anregbar sind und/oder bei der beide Farbstoffe ver- 
gleichbar starke Ruoreszenzemissionen zeigen. Die Anre- 
gungswellenlange betragt beim dargestellten Beispiel 
830 nm. Fig, 5 zeigt, dass die Amegung bei 830 nm tatsach- 
lich eine 2-Photonen-Absorption bewirkt. Fiir beide Farb- 
stoffe wurde getrennt die Ruoreszenzintensitat in Abhan- 
gigkeit von der Anregungsleistung gemessen. Fur beide 
Farbstoffe crgibt sich untcrhalb der Sattingungsgrcnzc die 
fiir 2-Photonen-Prozesse zu erwartende quadratische Ab- 
hangigkeit der Ruoreszenzintensitat von der eingesu-ahlten 
Leistung, Die doppelt Ipgarithmische Darstellung liefert die 



entsprechende linearisierte Form mit Steigung 2, 
[0038] Fig. 6 zeigt den Veriauf von Autokorreladonskur- 
ven, die mit einer Testlosung von Rhodamin Griin in den 
heiden Detektionkanalen aufgenommen wurden und eine 

5 entsprechende Kreuzkorrelationskurve zwischen beiden De- 
tektionskanalen. Alle drei Kurven verlaufen im Wesentli- 
chen gleich. Dies zeigt, dass die Detektionsvolumen iden- 
tisch bzw. die Delektionsstrahlengange genau auf das Anre- 
gungsvolumen justiert sind. Kreuzkorrelationsmessungen 

10 an doppelt markierten (obere Kurve) und einfach markierten 
(untere Kurve) DNA-Proben sind in Fig. 7 illusuiert. Als 
Vorteil des Messverfahrens zeigt sich, dass sich fiir die 
nicht-korrelierten Proben Kreuzkorrelationssignale G erge- 
ben, die weniger als 10% der entsprechenden korrelierten 

15 Signale betragen, Damit ist der erfindungsgemaBe Aufbau 
den herkommlichen 1-Photon-Messungen uberlegen, 
[0039] Fig. 8 illusiriert eine bevorzugte Anwendung des 
erfindungsgemaBen Messverfahrens zur Ermittlung von 
Konzentradonen in der Probe, Es wird die Echtzeitmessung 

20 von Enzymkinetiken dargestellt. Ein zweifach markiertes 
Substrat (DNA-Probe) wird enzymatisch in einzeln mar- 
kierte Produkte zerlegt. Dementsprechend sinkt die Zahl der 
erfassten doppelt markierten Molekule im Zeitverlauf. Mit 
zunchmender Konzentration des zugesetzten Enzyms (En- 

25 donuklease EcoRI) wild der Abfall der SubsU-dlkonzenUn- 
don beschleunigi. 

[0040] Die in der vorstehenden Beschreibung, den Zeich- 
nungen und den Anspruchen offenbarten Merkmale der Er- 
findung konnen sowohl einzeln als auch in beliebiger Kom- 
30 bination fiir die Verwirklichung der Erfindung in ihren ver- 
schiedenen Ausgestaltungen von Bedeutung sein. 
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1. Verfahren zur Fluoreszenzmessung an Analyten in 
einer Probe, wobei die Probe mindestens zwei mit un- 
terschiedlichen Fluoreszenzmarkem maiki^rte Analyte 
und/oder mindestens einen mit mindestens zwei unter- 
schiedlichen Fluoreszenzmarkem markierten Analyten 
enthalt, wobei die Fluoreszenzmarker spektral ver- 
schiedene Fluoreszenzemissionen besitzen, mit den 
Schritten: 

- Beleiichtung der Probe (11) in einem Messvo- 

lumen mit einem Laser (20) zur Anregung der 
Ruoreszenzemission der mindestens zwei Fluo- 
reszenzmarker, 

- Detektion der Ruoreszenzemission mit minde- 
stens zwei Detektoreinrichiungen (31, 32), die zur 
Lichtdetektion in verschiedenen Spektralberei- 
chen entsprechend den spektralen Fluoreszenzei- 
genschaften der Ruoreszenzmarker ausgelegt 
sind, und 

- Durchfiihrung einer Kreuzkorrelations- und/ 
oder eine Koinzidenzanalyse von Detektorsigna- 
len der Detektoreinrichiungen (31, 32), 

dadurch gekennzeichnet, dass 
die Beleuchtung der Probe im Messvolumen mit maxi- 
mal einer einzelnen Laserlinie mit einer derart hohen 
Anregungsintensitat erfolgt, dass die Fluoreszenzmar- 
ker gemeinsam durch 2-Photonen-Absorptionen ange- 
regt werden. 

2. Verfahren gemaB Anspmch 1, bei dem zur Detek- 
tion der Ruoreszenzemission eine blendenfreie Abbil- 
dung des Lichies, das vom Messvolumen und von der 
Umgcbung des Mcssvolumcns ausgcht, auf die Dctck- 
toreinrichtungen erfolgt. 

3. Verfahren gemaB Anspmch 1 oder 2, bei dem als 
Ruoreszenzmarker Ruoreszenzfarbsloffe, fluoreszie- 
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